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Unv rinderliche Ex mplar 
Ex mplaire invariable 

Es mplare immufablle - i - \J * : % , : . 

Vorrichtung und Verfahren zum Abtrennen von Proben 

aus einer Flussigkeit 
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Die Erfindung betrifft - gemass dem Oberbegriff des unabhan- 
gigen Anspruchs 1 - einen Rechner zur Synchronisation eines 
Systems zur Aufnahme und/oder Abgabe von FlUssigkeitsproben 
das eine Mikroej ektionsvorrichtung und eine Pumpe umfasst, ' 
welche uber eine FlUssigkeitsleitung miteinander verbunden 
smd, wobei dieser Rechner zum Laden eines aktivierbaren 
Computerprogrammprodukts zur Synchronisation von Mikroejek- 
tronsvorrichtung und Pumpe ausgebildet ist. Die Erfindung 
betrifft zudem ein entsprechendes System, Verfahren und Com- 
puterprogrammprodukt . 



15 



Es ist bekannt, dass Tropfen mit einer, Volumen von mehr als 
•10 ul sehr einfach aus der Luft abgegeben warden konnen, 
weH die Tropfen bei korrektem Umgang mit der Pipette von 
selbst die Pipettenspitze verlassen. Die Tropf engrosse wird 
20 dann durch die physikalischen Eigenschaf ten der Probenflus- 
sigkeit, wie Oberf lachenspannung oder Viskositat bestimmt 
016 Tr °P fen ^osse limitiert somit die Aufldsung der abzuge- 
benden Menge Flussigkeit. 

25 Die Aufnahme und Abgabe, d.h. das Pipettieren von Flussig- 
keitsproben mit einem Volumen von weniger als 10 ul verlangt 
dagegen meist Instrumente und Techniken, welche die Abgabe 
solch kleiner Proben garantieren. Das Abgeben einer FlOssig- 
kext mit einer Pipettenspitze, d.h. mit dem Endstuck einer 
30 Vorrichtung zur Aufnahme und/oder Abgabe von Flussigkeits- 
proben kann aus der Luft ("from Air") oder uber das Beruhren 
emer Oberflache geschehen. Diese Oberflache kann die feste 
Oberflache eines Gef asses ("on Tip Touch") sein, in welches 
die Flussigkeitsprobe abgegeben werden soli. Es kann auch die 
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Oberflache einer sich in diesem Gefass bef indlichen • Fliissig- 
keit ("on Liquid Surface") sein. Ein an das Dispensieren an- 
schliessender Mischvorgang ist - besonders bei sent kleinen 
Probenvolumina im Nano- oder gar Picoliter-Bereich - zu emp- 
5 fehlen, damit eine gleichmassige Verteilung des Probenvolu- 
mens in einem Diluent gewahrleistet ist. 

Wegwerfspitzen reduzieren wesentlich die Gefahr eines unge- 
wollten Ubertragens von Probenteilen (Kontamination) . Be- 
10 kannt sind einfache Wegwerfspitzen (sogenannte "Air- 
Displacement Tips"), deren Geometrie und Material fur das 
genaue Aufnehmen und/oder Abgeben von sehr kleinen Volumina 
optimiert ist. Die Verwendung von sogenannten "Positive- 
Displacement Tips", welche an ihrer Innenseite einen Pump- 
is kolben aufweisen, ist ebenfalls bekannt. 

Systeme zum Abtrennen von Proben aus einer Flussigkeit sind 
als Pipettierautomaten bekannt. Solche Systeme dienen z.B. 
zur Abgabe von Fliissigkeiten in die Aufnahmetopf chen von 
20 Standard-Mikrotititterplatten™ (Handelsmarke von Beckman 
Coulter, Inc., 4300 N. Harbour Blvd., P.O.Box 3100 Fuller- 
ton, CA, USA 92834) bzw. Mikroplatten mit 96 Tbpfchen. Die 
Reduktion der Probenvolumina (z.B. zum Befiillen von hoch- 
dichten Mikroplatten mit 384, 864, 1536 oder noch mehr Topf- 
25 chen) spielt eine zunehmend wichtige Rolle, wobei der Genau- 
igkeit des abgegebenen Probenvolumens grosse Bedeutung zu- 
kommt. Die Erhohung der Probenzahl bedingt meistens auch ei- 
ne Versuchsminiaturisierung, so dass die Verwendung eines 
Pipettierautomaten unumganglich wird und spezielle Anforde- 
30 rungen an die Genauigkeit von Probenvolumen sowie die Ziel- 
sicherheit der Bewegungsf uhrung bzw. des Dispenses dieses 
Pipettierautomaten gestellt werden miissen. 

Die Genauigkeit eines Pipettiersystems wird an Hand der 
35 Richtigkeit (ACC = Accuracy) und Reproduzierbarkeit (CV = 
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Coefficient of Variation) der abgegebenen Fliissigkeitsproben 
beurteilt. Der Reproduzierbarkeit kommt dabei eine hohere 
Bedeutung zu, da systematische Fehler gegebenenf alls mittels 
geeigneter Korrekturparameter kompensiert werden kbnnen. 
Beim Pipettieren werden zwei grundsatzliche Modi unterschie- 
den: Single Pipetting und Multi Pipetting. Beim Single 
Pipetting Modus wird eine Flussigkeitsprobe aspiriert und an 
einem anderen Ort dispensiert. Beim Multi Pipetting Modus 
wird einmal ein grosseres Flussigkeitsvolumen aspiriert und 
anschliessend in mehreren - meist aquivalenten - Portionen 
(Aliquots) an einem oder mehreren verschieden Orten z.B. in 
verschiedene Auf nahmetopf chen einer Standard-Mikrotiti tter- 
platte™ dispensiert. 



15 Einfachere Pipettierautomaten, sogenannt "offene Systeme", 
verbinden das Vorratsgef ass fur die zu pipettierende Flus- 
sigkeit mit der Pipettenspit ze uber eine Leitung, in welche 
eine Dispenserpumpe zwischengeschaltet werden kann. Dispen- 
serpumpen sind zumeist als Kolben-Pumpen ausgebildet. Zum 
20 Aufnehmen (Aspirieren) der Probe wird die Pumpe allein in 
Betrieb gesetzt, die Pipettenspitze leitet lediglich passiv 
den Fltissigkeitsstrom weiter. Zum Abgeben bzw. Dispensieren 
eines Probenvolumens wird dann die Pumpe ausgeschaltet oder 
uberbriickt. Aus EP 0 725 267 ist z.B. eine Pipettenspitze in 
25 der Form einer Mikroe j ektionspumpe bekannt, mit welcher ak- 
tiv eine Flussigkeitsprobe abgetrennt wird. Das Nachliefern 
der Fliissigkeit geschieht durch den in der Leitung zwischen 
Vorratsgefass und Pipettenspitze herrschenden, hydrostati- 
schen Druck. Solche Systeme sind zwar relativ kostengiinstig, 
30 sie haben aber den Nachteil, dass der hydrostatische Druck 
in einem grossen Bereich schwanken kann. Das reproduzierbare 
Abgeben von sehr kleinen Volumina im Nanoliter- oder gar Pi- 
coliter-Bereich wird dadurch beeintrachtigt . 



35 
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Aus US 5,927,547 ist zudem ein gattungsgemasses , "geschlos- 
senes" System gemass dem Oberbegriff des unabhangigen An- 
spruchs 1 bekannt. Auch bei diesem System wird zum Aspirie- 
ren die Pumpe allein in Betrieb gesetzt, die Pipettenspit ze 
leitet lediglich passiv den Fliissigkeitsstrom weiter. Bei 
diesem System wird jedoch - zum Erzeugen eines bestimmten 
Druckes im Leitungssystem zur Pipettenspit ze - die Dispen- 
serpumpe zum Abgeben der Flussigkeit in Betrieb genommen. 
Zum Abtrennen von Volumina im Pico- bis Nanoliterbereich 
werden - wie diese auch aus EP 0 725 267 bekannt sind - pie- 
zobetriebene Spitzen bzw. Mikroe j ektionspumpen verwendet, 
bei denen das Flussigkeits- oder Probenvolumen aktiv aus der 
Pipettenspitze herausgeschleudert wird. Der Druck zwischen 
Dispenserpumpe und Pipettenspitze wird mit einem Sensor 
uberwacht. Der Vorschub der Dispenserpumpe dieses eher teu- 
ren und komplexen Systems wird dann iiber den Drucksensor und 
eine angeschlossene Recheneinheit geregelt. Somit erfolgt 
eine Synchronisierung zwischen Mikroe j ektionspumpe und Dis- 
penserpumpe . 

Ebenfalls bekannt ist das Bestimmen des Probenvolumens mit 
einem in unmittelbarer Nahe der Pipettenspitze oder in der 
Pipettenspitze selbst angeordneten Ventils, das z.B. als So- 
lenoid oder Piezoventil ausgebildet ist und kurzzeitig ge- 
offnet wird. Hierbei wird mit einem Vordruck im System gear- 
beitet. Dieses Offnen ist als einmalige Aktion oder auch in 
Intervallen bekannt. Fur die Abgabe eines definierten Volu- 
mens muss der Vordruck sehr genau auf die Flussigkeitseigen- 
schaften und die atmospharischen Bedingungen (vor allem auf 
den Luftdruck) abgestimmt sein. Die Effekte uberlagern sich ■ 
gegenseitig stark, so dass das System bei einem Wechsel der/ 
Flussigkeit bzw. deren Eigenschaf ten oder der Umgebuncjsbe- 
dingungen neu eingestellt werden muss. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, alternative Vor- 
richtungen und V er f ahre n vorzuschlagen, welche zugleich ein 
kostengunstiges aber hochreproduzierbares Abtrennen von Vo- 
lumina im Nano- bis Picoliterbereich ermoglichen 



Die Aufgabe wird gemass einem ersten Aspekt rait einem Rech- 
ner entsprechend den Merkmalen von Anspruch 1; gemass einem 
zweiten Aspekt rait einera System entsprechend den Merkraalen 
von Anspruch 4; gemass einem, dritten Aspekt mit einem Ver- 
fahren entsprechend den Merkmalen von Anspruch 10 und gemass 
6inem Vi6rten Aspekt mit ei ^em Computerprogrammprodukt ent- 
sprechend den Merkmalen von Anspruch 18 gelost. Zusatzliche 
bzw. weiterfuhrende Merkmale ergeben sich aus den abhangigen 
Anspriichen. 



Die Erfindung wird nun - an Hand von schematischen Zeichnun- 
gen, welche lediglich Ausf uhrungsbeispiele darstellen und 
den Umfang der Erfindung nicht beschranken sollen - naher 
erlautert. Dabei zeigen: 



Fig. 



Fig. 2 



Fig. 



ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe von FliAs- 
sigkeitsproben, gemass einer ersten Ausfuhrungs- 



form; 



ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe von Fliis- 
sigkeitsproben, gemass einer zweiten Ausfuhrungs- 



form; 



ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe von Fltis- 
sigkeitsproben, gemass. einer dritten Ausfuhrungs- 



form; 
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Fig. 4 ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe -von Flus- 

sigkeitsproben, gemass einer vierten Ausfiihrungs- 
form. 

5 Die Figuren 1 bis 4 zeigen ein System zur Aufnahme und/oder 
Abgabe von Flussigkeitsproben. Dieses als Pipettierautomat 
gestaltete System umfasst eine Mikroe j ektionsvorrichtung 1 
und eine Pumpe 2, welche iiber eine Flussigkeitsleitung 3 
miteinander verbunden sind. Zudem umfasst das System einen 
10 Rechner 4 zum Laden eines aktivierbaren Computerprogrammpro- 
dukts. Wenn dieses Computerprogrammprodukt in den Rechner 4 
geladen und aktiviert ist, befahigt es diesen Rechner 4 zur 
Steuerung und Synchronisation folgender Funktionen dieses 
Systems : 

15 

. Abgabe eines definierten Probenvolumens mit der mit Pro- 
benfliissigkeit gefullten Mikroe j ektionsvorrichtung 1; 

. Nachfuhren eines die Fliissigkeit fordernden Teils 4 der 
20 Pumpe 2 urn einen von diesem Probenvolumen abhangigen 

Wert zum Vermeiden von zu hohen Druckunterschieden in 
Mikroe j ektionsvorrichtung 1, Flussigkeitsleitung 3 und 
Pumpe 2 . 

25 Figur 1 zeigt ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe von 

Flussigkeitsproben, gemass einer ersten Ausf uhrungsf orm, in 
welcher die Mikroej ektionsvorrichtung 1 ein als Mikroejekti- 
onspumpe ausgebildetes Endstuck 5 umfasst. Bevorzugt ist in 
dieser Ausf uhrungsf orm eine als Piezo-Mikropumpe ausgebilde- 

30 te Mikroej ektionsvorrichtung 1. 

Figur 2 zeigt ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe von 
Flussigkeitsproben, gemass einer zweiten Ausf uhrungsf orm, in 
welcher die Mikroe jektionsvorrichtung 1 ein als wegwerfbare 
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ist.. Beginnt das Nachfuhren etwas nach dem Beginn der Abga- 
be, so wird ein Unterdruck in der Leitung 3 bzw. 7 aufge- 
baut, was fur das Abtrennen von sehr niedrigviskosen Flus- 
sigkeiten, wie z.B. Aceton, von Vorteil ist. 

5 

Das Ende des Nachfuhrens des die Flussigkeit fordernden 
Teils. der Pumpe kann zeitverschoben zum Ende der Abgabe des 
Probenvolumens erfolgen: Endet das Nachfuhren etwas vor dem 
Ende der Abgabe, so resultiert am Schluss der Abgabe ein Un- 
it) terdruck in der Leitung 3 bzw. 7 , was ein Nachtropfen von 
sehr niedrigviskosen Flussigkeiten erfolgreich verhindert. 
Endet das Nachfuhren etwas nach dem Ende der Abgabe, so wird 
ein Uberdruck in der Leitung 3 bzw. 7 aufgebaut, was fur das 
nachfolgende Abtrennen von hoherviskosen Flussigkeiten, wie 
15 z.B. DMSO, von Vorteil ist. 

Nur schon durch die zeitliche Variation der Ansteuerung von 
Mikroejektionsvorrichtung 1 und Pumpe 2 kann das System in- 
dividuell an die zu pipettierende bzw. an die zu dispensie- 

20 rende Flussigkeit angepasst werden. Falls bei Flussigkeiten 
mit kleiner oder gleicher Viskositat wie Wasser durch die 
Abgabe des Probenvolumens und das Nachfuhren des die Flus- 
sigkeit fordernden Teils der Pumpe in Teilschritten, ein 
Rest- oder Fehlvolumen entsteht, so hat es sich bewahrt, 

25 dass Abgabe und Nachfuhren so aufeinander abgestimmt werden, 
dass dieses Re stvo lumen immer zu Lasten des Nachfuhrens des 
die Flussigkeit fordernden Teils der Pumpe geht, dass also 
immer ein kleiner Unterdruck zwischen Pumpe 2 und Mikroejek- 
tionsvorrichtung 1 erzeugt wird. Dieses Fehl- oder Restvolu- 

30 men wurde in der Praxis an einem Pipettierautomaten bestimmt 
und soil kleiner sein als 100 nl . Damit Restvolumina in 
grosseren Serien von abgegeben Proben sich nicht summieren 
und moglicherweise die Funktion bzw. die Reproduzierbarkeit 
eines Pipettier- oder Dispensierautomaten beeintrachtigen 

35 konnen, wird ein dem Restvolumen entsprechender Wert vor- 
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zugsweise im Rechner 4 gespeichert und in eine folgende Ab- 
gabe von Proben eingerechnet . 

Die Erfindung umfasst zudem ein entsprechendes System, wie 
5 einen Pipettier- und/oder Dispensierautomaten zur Durchfiih- 
rung dieses Verfahrens. Ein solcher Automat kann einen oder 
mehrere individuell ansteuerbare Kanale mit je einem End- 
stuck 5 aufweisen. Die Endstucke 5 bzw. die Pipettenspit zen 
konnen sowohl in einem zweidimensionalen als auch in einem 
10 dreidimensionalen Array angeordnet sein. 

Allen Ausf uhrungsf ormen ist gemeinsam, dass der Rechner 4 
als elektronisches Bauteil in das System eingebaut ist. Al- 
lerdings konnte der Rechner auch Teil eines externen Compu- 

15 ters sein, welche dem System beigestellt wird. Ein eingebau- 
ter Rechner hat aber den Vorteil, dass er sehr kompakt - 
z.B. als eine einzige, mit mikroelektronischen Elementen be- 
stuckte Platine im Gehause eines Pipettierautomaten oder 
auch einer darin eingebauten Pumpe - ausgebildet sein kann. 

20 Bevorzugt ist der Rechner, egal ob er im System integriert 
oder dem System beigestellt ist, extern ansprechbar und aus- 
lesbar, damit z.B. auch automatische Protokolle uber die 
auf genommenen bzw. abgegebenen Flussigkeitsproben erstellt 
werden konnen. 

25 

Das er f indungsgemasse Computerprogrammprodukt zur Synchroni- 
sation eines solchen, wie oben beschriebenen Systems zur 
Aufnahme und/oder Abgabe von Flussigkeitsproben kann in ei- 
nen Rechner 4, der dem System beigestellt werden kann oder 

30 der in dieses System bereits integriert ist, geladen und 

dort aktiviert werden. Es ist zudem auf jedem gebrauchlichen 
Datentrager fur elektronische Anlagen zur Datenverarbeitung, 
wie z.B. einem Hartplattenspeicher , einer "Floppy Disc", ei- 
ner "Compact Disc" (CD) , einer "Digital Versatile Disc" 

35 (DVD) , aber auch in einem "Read Only Memory" (ROM) einem 
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"Random Access Memory" (RAM) und dergleichen speicher- und 
von dort abrufbar. Das erf indungsgemasse Comput erprogramm- 
produkt ist fahig mit anderen Programmen bzw. Computern zu 
kommunizieren . Es kann auch Befehle zur Steuerung eines 
5 Dreiweg-Ventils 9, welches der Pumpe 2 vorgeschal tet ist, 
bzw. Befehle zur Steuerung der Pumpe 2 fur die Aspiration 
einer Flussigkeit umfassen. 



Das erf indungsgemasse Computerprogrammprodukt dient somit 
10 zur Befahigung eines Computers bzw. Rechners 4 zur Synchro- 
nisation eines Systems zur Aufnahme und/oder Abgabe von 
Fliissigkeitsproben, wobei das System eine Mikroe j ektionsvor- 
richtung 1 und eine Pumpe 2 umfasst, welche liber eine F.liis- 
sigkeitsleitung 3 miteinander verbunden sind - ungeachtet 
15 der Tatsache, ob der Rechner 4 zu diesem Zweck dem System 

nur beigestellt oder darin integriert ist. Dabei kann dieses 
Computerprogrammprodukt bereits in den Rechner geladen bzw. 
in einem Speicher des Rechners installiert sein. In seinem 
aktivierten Zustand befahigt das Computerprogrammprodukt den 
20 Rechner 4 folgende Funktionen des Systems zu steuern und zu 
synchronisieren : 



Abgabe eines definierten Probenvolumens mit der mit Pro- 
benf lussigkeit gefullten Mikroe j ektions vorr ichtung 1; 

Nachfuhren des die Flussigkeit fordernden Teils der Pum- 
pe urn einen von diesem Probenvolumen abhangigen Wert zum 
Vermeiden von zu hohen Druckunterschieden in Mikroe jek- 
tionsvorrichtung 1, Flussigkei tsleitung 3 und Pumpe 2. 



Das Funktionieren erf indungsgemasser Vorrichtungen (bzw. 
Systeme) und erf indungsgemasser Verfahren kann mit drei un- 
abhangigen Methoden wie folgt belegt werden. 
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10 



15 

B 



20 



Optische Messungen: 

Mittels einer Hochgeschwindigkeitskamera (High Speed Ca- 
mera) konnten die einzelnen Tropfen, die mit einer Mi- 
kroe j ektionsvorrichtung 1 abgegeben wurden, direkt ver- 
niessen werden. Mit einer Anordnung gemass Fig. 1 wurde 
Fliissigkeit aspiriert und im Multi Pipetting Modus dis- 
pensiert. Es wurden 43 Aliquote zu 25 nl (= 1075 nl to- 
tales Dispensvolumen) abgegeben, wobei jedes Aliquot aus 
48 Einzeltropf en bestand. Jeder Einzeltropf en wurde in- 
dividuell vermessen . 



Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina 
der 43 Aliquote 


ACC der 
Aliquote 


CV der 
Aliquote 


25 nl 


26.5 nl 


5.9% 


1 . 91% 



Durchschnittsvolumina aller 
Einzeltropf en (n=2 0 64 ) 


CV uber alle 
Einzeltropf en (n=2 0 64 ) 


551 . 6 pi 


2.9 % 



Gravimetrische Messungen : 

Mit einer Anordnung gemass Fig. 1 wurde Fliissigkeit as- 
piriert und im Multi Pipetting Modus (12 Aliquote) dis- 
pensiert. Die Volumina wurden mit einer Mettler UMT2 
Waage (Messbereich 0.1 \iq bis 2.1 g) bestimmt. Es wurde 
90 %iges Dimethylsul f oxid pipettiert. Es wurden 100, 500 
bzw. 1000 Einzeltropf en ( Solltropf envolumen = 400 pi) 
abgegeben. Fur die Auswertung wurde eine Dichte von 1.09 
g/ml zu Grunde gelegt. 



Multi Pipetting Modus 


Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina 
der 12 Aliquote 


ACC der 
Aliquote 


CV der 
Aliquote 


40 nl 


40.7 nl 


1.8% 


1.9 % 


8 0 nl 


82.0 nl 


2.5% 


2.3 % 


400 nl 


409.4 nl 


2 .3% 


1.1 % 



22492CH6.DOC 



- 15 - 



C -Photometrische Messungen: 

Mit einer Anordnung gemass Fig. 1 wurde Fliissigkeit so- 
wohl im Single Pipetting Modus (je 12 Einzelpipettierun- 
gen) als auch im Multi Pipetting Modus (12 Aliquote) 
pipettiert. Es wurden 20, 100, 200 bzw. 1000 Einzeltrop- 
fen (Solltropf envolumen = 500 pi) abgegeben. 

Fur die Eichkurve wurde eine wassrige 0.25 M FeS0 4 -L6sung 
mit FerroZine® angesetzt. "FerroZine®" ist das eingetra- 
gene Warenzeichen von Hach Company, P.O. Box 389, Love- 
land, CO 80539 USA. Die entstandene Komplexlosung wurde 
mit Ascorbinsaure stabi lisiert . Aus dieser Stammlosung 
wurden durch Verdunnen Messlosungen hergestellt, die 
Pipettiervolumina von 2.5 nl, 5.0 nl, 10.0 nl, 20.0 nl, 
40.0 nl und 80.0 nl in 200 pi entsprechen. Jewells 12 
Aliquote zu 200 dieser Messlosungen wurden von Hand 
in eine Mikroplatte pipettiert und die optische Absorp- 
tion bzw. die Optical Densities (OD) mit einem Mikro- 
platten-Photometrie-Reader gemessen. Durch die Messpunk- 
te konnte mittels Linearer Regression die Eichkurve er- 
rechnet werden. 

Fur die Volumenbestimmungen wurden jeweils 100 jal einer 
mit Ammoniumacetat gepufferten 3.25 mM FerroZine®-Losung 
mit Ascorbinsaure in den Auf nahmetopf chen einer Mikro- 
platte vorgelegt. Darauf wurden 10 nl und 50 nl einer 
mit Ascorbinsaure stabilisierten 0.25 M FeS0 4 -Losung mit 
dem Pipettierautomaten zupipettiert . Die Pipettierungen 
von 100 nl und 500 nl wurden mit einer mit Ascorbinsaure 
stabilisierten 0.025 M FeS0 4 -Losung durchgef uhrt . 

Nach dem -Pipettiervorgang wurde das Volumen mit 'demine- 
ralisiertem Wasser in den einzelnen Auf nahmetopf chen auf 
200 \il Gesamtvolumen aufgeflillt. Die optische Absorption 
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der gefarbten Komplexlosung in den Auf nahmetopf chen der 
Mikroplatte wurde darauf in einem Mikroplatten-Photo- 
metrie-Reader gemessen und die Volumina anhand der Eich- 
kurve berechnet. 



Single Pipetting Modus 


Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina der 
12 Einzelpipettierungen 


ACC 


CV 


10 nl 


9.7 nl 


3 . 0% 


2.9 % 


50 nl 


48.0 nl 


4 . 0% 


1.2 % 


100 nl 


101.8 nl 


1 . 8% 


1.5 % 


500 nl 


497.5 nl 


0.5% 


1.5 % 




Multi Pipetting Modus 


Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina 
der 12 Aliquote 


ACC der 
Aliquote 


CV der 
Aliquote 


10 nl 


9.8 nl 


2 . 0% 


1.4 % 


50 nl 


48.1 nl 


3.8% 


2.5 % 


100 nl 


99.3 nl 


0.7% 


4.0 % 


500 nl 


509.0 nl 


1 . 8% 


2.8 % 



Die eingangs gestellte Aufgabe, alternative Vorrichtungen 
und Verfahren vor zuschlagen, welche zugleich ein kostengun- 
stiges aber hochreproduzierbares Abtrennen von Volumina im 
Nanoliter- bis Picoli ter-Bereich ermoglichen, ist somit er- 
fullt . 
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Pipettenspitze ausgebildetes Endstuck 5, einen Impulsgenera 
tor 6 und eine Endstuck 5 und Impulsgenerator 6 verbindende 
Flussigkeitsleitung 7 umfasst. Der Impulsgenerator, dessen 
Funktionsprinzip z.B. aus US 5,763,278 bekannt 1st, lost 
Druckwellen in der Leitung 7 aus, welche ein Austreiben von 
Flussigkeitstropfen aus einem - in US 5,763,278 als Nadel 
ausgebildeten - Endstuck 5 bewirken. 



10 



15 



20 



Figur 3 zeigt ein System zur Aufnahme und/oder Abgabe von 
Fliissigkeitsproben, gemass einer dritten Ausf uhrungsf orm, in 
welcher die Mikroej ektionsvorrichtung 1 ein als Mikroejekti- 
onspumpe ausgebildetes Endstuck 5 umfasst. Bevorzugt ist in 
dieser Ausf uhrungsf orm eine Mikroej ektionsvorrichtung 1 in 
Form einer Piezo-Mikropumpe . Diese Ausf uhrungsf orm umfasst 
zudem ein Vorratsgef ass 8 und/oder ein Dreiweg-Ventil 9, wo- 
bei das Dreiweg-Ventil 9 zwischen Pumpe 2 und Vorratsgef ass 

8 angeordnet ist. Das Vorratsgef ass 8 und das Dreiweg-Ventil 

9 und die Pumpe 2 sind uber eine Flussigkeitsleitung 10 mit- 
einander verbunden. Abweichend von der Darstellung in Fig. 3 
kann der Flussigkeits transport von der Mikroej ektionsvor- 
richtung 1 in die Pumpe 2 und von der Pumpe 2 in Richtung 
des Vorratsgefasses 8 uber zwei getrennte Ventile (nicht ge- 
zeigt) erfolgen. 



25 Den ersten drei Ausf uhrungs f ormen ist gemeinsam, ■ dass die 
Pumpe 2 eine Kolbenpumpe ist, welche einen. Zylinder 11, ei- 
nen Kolben 12 und einen Antrieb 13 umfasst. Unter den viele 
moglichen Pumpen zum hochprazisen Aspirieren und Dispensie- 
ren von Fliissigkeiten hat sich z.B. ein kommerziell erhalt- 

30 liches Gerat mit dem Namen "CAVRO XP3000 plus Modular Digi- 
tal Pump" bewahrt, welches von der Firma Cavro Scientific 
Instruments Inc., Sunnyvale, Californien, USA, vertrieben 
wird. 
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Figur 4 zeigt ein System zur Aufnahme und/ocler 'Abgabe von 
Fliissigkeitsproben, gemass einer vierten Ausf uhrungsf orm, in 
welcher die Mikroe j ektionsvorr ichtung 1 ein als Mikroe j ekti- 
onspumpe ausgebildetes Endstuck 5 umfasst. Bevorzugt ist in 
5 dieser Ausf uhrungsf orm eine Mikroe j ektionsvorrichtung 1 in 
Form einer Mikropumpe und Endstuck. Bevorzugte Mikropumpen 
f unkt ionieren z.B. nach dem Piezoprinzip oder dem Prinzip 
der thermischen Aktuierung. Diese Ausf uhrungsf orm umfasst 
zudem ein Vorratsgef ass 8 und/oder ein Ventil 14, wobei das 

10 Ventil 14 zwischen Pumpe 2 und Mikroe j ektionsvorrichtung 1 
angeordnet ist. Das Vorratsgef ass 8 und die Pumpe 2 sind 
uber eine Fliissigkeitsleitung 15 miteinander verbunden. Die 
Pumpe 2 ist in diesem Fall keine Kolbenpumpe, bei der ein 
Kolben 12 den die Flussigkeit fordernden Teil der Pumpe dar- 

15 stellt, sondern eine andere Fordervorrichtung fur Flussig- 
keiten, die nach dem Durchlauf prinzip arbeitet. Solche Pum- 
pen sind zJB. Quetsch- oder Per istaltikpumpen, welche mit- 
tels Rollen 12' eine mit Flussigkeit gefiillte Leitung 12' 
deformieren (quetschen) und dadurch einen Fliissigkeitstrans- 

20 port ausfiihren. Solche Peris taltikpumpen sind aus vielen an- 
deren Laborgeraten zur Lieferung von Flussigkeiten (wie z.B. 
in Herz/Lungenmaschinen etc.) bekannt. Solche Pumpen arbei- 
ten meist weniger genau, als es bei der bevorzugten Kolben- 
pumpe "CAVRO XP3000 plus Modular Digital Pump" der Fall ist. 

25 

Alle diese Ausf uhrungsbeispiele umfassen vorzugsweise die 
Verwendung einer inkompressiblen Systemf lussigkeit zum Wei- 
terleiten der Fliissigkeitsbewegungen in an sich bekannter 
Art und Weise. 

30 

Das erf indungsgemasse Verfahren - auf welchem diese Systeme, 
aber auch das Computerprogrammprodukt beruhen - ermoglicht 
prinzipiell das Verwenden von weniger genau arbeitenden und 
deshalb meist kostengiinstigeren Pumpen, wie eine Quetsch- 
35 bzw. Peristaltikpumpe . Dieses Verfahren zur Synchronisation 



9 - 



10 



eines Systems zur Aufnahme und/oder Abgabe von Flussigkeits- 
proben, das eine Mikroe j ektionsvorrichtung 1 und eine Pumpe 
2 umfasst, welche iiber eine Flussigkeitsleitung 3 miteinan- 
der verbunden sind, wobei dem System ein Rechner 4 zum Laden 
eines aktivierbaren Computerprogrammprodukts zur Synchroni- 
sation von Mikroe j ektionsvorrichtung 1 und Pumpe 2 zugeord- 
net ist, kennzeichnet sich dadurch, dass der Rechner 4 auf 
Grund des aktivierten Computerprogrammprodukts folgende 
Funktionen des Systems steuert und synchronisiert : 

Abgabe eines definierten Probenvolumens mit der mit Pro- 
benflussigkeit gefUllten Mikroe j ektionsvorrichtung 1; 

• Nachfiihren des die Fliissigkeit fordernden Teils 
15 12, 12* ,12'' der Pumpe urn einen von diesem Probenvolumen 

abhangigen Wert zum Vermeiden von zu hohen Druckunter- 
schieden in Mikroe j ektionsvorrichtung, Flussigkeitslei- 
tung und Pumpe . 

20 Die Abgabe des Probenvolumens erf olgt vorzugsweise in volu- 
mendefinierten Teilschritten . Die speziellen geometrischen 
Dimensionen und physikalischen Eigenschaf ten der verwendeten 
Mikroe jektionspumpen ermoglichen eine reproduzierbare Abgabe 
von Fliissigkeitsproben mit einem Volumen von wenigen Nanoli- 

25 tern. Das aktive Verdrangen von Fliissigkeit aus der Mikro- 
ejektionsvorrichtung 1 bewirkt einen leichten Unterdruck in 
der Leitung 3 bzw. 7. Wenn auch ein Teil dieses Unterdruckes 
moglicherweise durch den Einsatz von flexiblen Leitungen 3,7 
kompensiert werden kann, so soil dieser Unterdruck doch ei- 

30 nen Maximalwert nicht iibertreffen. Die Hohe dieses Maximal- 
wertes richtet sich nach den individuellen Begebenheiten ei- 
nes entsprechend gebauten Pipettierautbmaten . In einem Pro- 
totyp des Anmelders wurde dieser Maximalwert mit 100 nl 
Rest- oder Fehl volumen definiert. 
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Das erf inderische Verfahren gleicht dieses Fehlvolum-en durch 
Nachfuhren des die Flussigkeit fordernden Teils 12,12' ,12 11 
der Pumpe 2 zumindest annahernd aus. Dieses Nachfuhren kann 
kontinuierlich oder in Teilschr itten erfolgen. Bevorzugt 
wird ein Nachfuhren in Teilschritten, wobei die Teilschritte 
fur das Nachfuhren des die Flussigkeit fordernden Teils 
12,12 , / 12 ,! der Pumpe 2 zu Schr i ttserien zusammen gefasst 
werden. Eine Schrittserie umfasst dabei immer die gleiche 
Anzahl Forderschritte, vorzugsweise acht, Teilschritte. Wird 
eine "CAVRO XP3000 plus Modular Digital Pump" verwendet, so 
konnen sorait mittels eines als Antrieb 13 verwendeten, hoch- 
prazisen Schr ittmotors 3'000 Schritte bzw. 24 ? 000 Teil- 
schritte vollzogen werden. Acht dieser Teilschritte werden 
vorzugsweise in einem Schritt zusammengef asst , so dass nur 
ein ganzzahliges Vielfaches von 8 Teilschritten abgearbeitet 
werden soli. Die Abgabezeit eines bestimmten Probenvolumens 
ergibt sich aus dem Einzel tropf envolumen und der Abgabefre- 
quenz der Mikroe j ektionsvorr ichtung 1. Der erf indungsgemasse 
Rechner steuert nun das Nachfuhren des die Flussigkeit for- 
dernden. Teils 12, 12 ' , 12' 1 der Pumpe 2 so, dass es gleichma- 
ssig liber die gesamte Abgabezeit erfolgt. Das Verdrangungs- 
volumen (ein Hub) einer solchen Pumpe betragt vorzugsweise 
50 bis 500 Daraus resultieren bei einem Verdrangungsvo- 

lumen von z.B. 50 [xl im Zylinder 11 einer Pumpe 2 Volumina 
von 2.1 nl pro Teilschritt bzw. 16.7 nl pro Schritt. Bei ei- 
nem Verdrangungsvolumen von 500 |ul sind die Volumina urn ei- 
nen Faktor 10 grosser. 

Der Beginn des Nachfuhrens des die Flussigkeit fordernden 
Teils der Pumpe kann zeitverschoben zum Beginn der Abgabe 
des Probenvolumens erfolgen: Beginnt das Nachfuhren etwas 
vor dem Beginn der Abgabe, ' so wird ein Oberdruck in der Lei- 
tung 3 bzw. 7 aufgebaut, was fur das Abtrennen von hohervis- 
kosen Flussigkeiten, wie Dimethylsulf oxid (DMSO) von Vorteil 



Pa ten tanspriiche 



10 



1. Rechner (4) zur Synchronisation eines Systems zur Auf- 
nahme und/oder Abgabe von Flussigkeitsproben, das eine 
Mikroejektionsvorrichtung (1) und eine Pumpe (2) um- 
fasst, welche iiber eine Flussigkeitsleitung (3) mitein- 
ander verbunden sind, wobei dieser Rechner (4) zum Laden 
eines aktivierbaren Computerprogrammprodukts zur Syn- 
chronisation von Mikroejektionsvorrichtung (1) und Pumpe 
(2) ausgebildet ist, dadurch gekennzeichnet , dass der 
Rechner (4) auf Grund des geladenen und aktivierten Com- 
puterprogrammprodukts zur Steuerung und Synchronisation 
folgender Funktionen dieses Systems befahigt ist: 

• Abgabe eines definierten Probenvolumens mit der mit 
Probenfliissigkeit gefilllten Mikroejektionsvorrichtung 

(i); 

• Nachfuhren eines die Flussigkeit fordernden Teils 
(12, 12', 12'') der Pumpe (2) urn einen von diesem 

20 Probenvolumen abhangigen Wert zum Vermeiden von zu 

hohen Druckunterschieden in Mikroejektionsvorrichtung 
(1), Flussigkeitsleitung (3) und Pumpe (2). 

2. Rechner (4) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

25 dass er als elektronisches Bauteil in das System einge- 

baut ist. 



15 



30 



Rechner (4) nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass er zudem extern ansprechbar und auslesbar ist. 

System zur Aufnahme und/oder Abgabe von Flussigkeitspro- 
ben, das eine Mikroejektionsvorrichtung (1) und eine 
Pumpe (2) umfasst, welche iiber eine Flussigkeitsleitung 
(3) miteinander verbunden sind, wobei das System zudem 
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einen Rechner (4) zum Laden eines aktivierbaren ,Compu- 
terprogrammprodukts zur Synchronisation von Mikroejekti- 
onsvorrichtung (1) und Pumpe (2) umfasst, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es einen Rechner (4) nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 3 umfasst. 

System nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , dass die 

Mikroejektionsvorrichtung (1) ein als Mikroe j ektionspum- 
pe ausgebildetes Endstuck (5) umfasst. 

System nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Mikroejektionsvorrichtung (1) eine Piezo-Mikropumpe ist. 

System nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Mikroejektionsvorrichtung (1) ein als wegwerfbare Pipet- 
tenspitze ausgebildetes Endstuck (5), einen Impulsgene- 
rator (6) und eine Endstuck (5) und Impulsgenerator (6) 
verbindende Flussigkeitsleitung (7) umfasst. 

System nach einem der Anspruche 4 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zudem ein Vorratsgef ass (8) und/oder 
ein Dreiweg-Ventil (9) umfasst, wobei das Dreiweg-Ventil 

(9) zwischen Pumpe (2) und Vorratsgef ass (8) angeordnet 
ist und wobei Vorratsgef ass (8) und/oder Dreiweg-Ventil 

(9) und Pumpe (2) liber eine Flussigkeitsleitung (10) 
miteinander verbunden sind. 

System nach einem der Anspruche 4 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Pumpe (2) eine Kolbenpumpe ist, wel- 
che einen Zylinder (11), einen Kolben (12) und einen An- 
trieb (13) umfasst. 

Verfahren zur Synchronisation eines Systems zur Aufnahme 
und/oder Abgabe von Flussigkeitsproben, das eine Mikroe- 
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jektionsvorrichtung (1) und eine Pumpe (2) umfasst, wel- 
che ilber eine Fliissigkeitsleitung (3) miteinander ver- 
bunden sind, wobei dem System ein Rechner (4) zum Laden 
eines aktivierbaren Computerprogrammprodukts zur Syn- 
5 chronisation von Mikroe j ektionsvorrichtung (1) und Pumpe 

(2) zugeordnet ist, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Rechner (4) auf Grund des aktivierten Computerprogramm- 
produkts folgende Funktionen des Systems steuert und 
synchronisiert : 

10 * Abgabe eines definierten Probenvolumens mit der mit 

Probenf ltissigkeit gefullten Mikroe j ektionsvorrichtung 
(1) ; 

• Nachfuhren des die Flussigkeit fordernden Teils 

(12, 12 * , 12 ' * ) der Pumpe (2) urn einen von diesem Pro- 
benvolumen abhangigen Wert zum Vermeiden von zu hohen 
Druckunterschieden in Mikroe jektionsvorrichtung (1), 
Fliissigkeitsleitung (3) und Pumpe (2) . 



15 



20 



30 



11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Abgabe des Probenvolumens in volumendef inierten 
Teilschritten erfolgt. 



12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Nachfuhren des die Flussigkeit fordernden 
25 Teils (12, 12 ',12- ■) der Pumpe (2) kontinuierlich oder in 

Teilschritten erfolgt. 



13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da 

die Teilschritte fur das Nachfuhren des die Flussigkeit 
fordernden Teils (12,12', 12") der Pumpe (2) zu 
Schrittserien zusammengef asst werden, wobei eine 
Schrittserie immer die' gleiche Anzahl, vorzugsweise 8, 
Teilschritte umfasst. 



ss 
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Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Beginn und/oder das Ende des 
Nachfuhrens des die Flussigkeit fordernden Teils 
(12, 12 ' , 12 1 ' ) der Pumpe (2) zeitverschoben zum Beginn 
und/oder zum Ende der Abgabe des Probenvolumens erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet , dass - falls durch die Abgabe des Pro- 
benvolumens und das Nachfuhren des die Flussigkeit for- 
dernden Teils (12, 12 1 , 12' ' ) der Pumpe (2) in Teilschrit- 
ten, ein Restvolumen entsteht - Abgabe und Nachfuhren so 
aufeinander abgestimmt werden, dass dieses Restvolumen 
immer zu Lasten des Nachfuhrens des die Flussigkeit for- 
dernden Teils (12, 12' , 12 1 ' ) der Pumpe (2) geht . 

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass 

das Restvolumen zu Lasten des Nachfuhrens, welches einen 
Unterdruck in der Leitung zwischen Pumpe (2) und Mikroe- 
jektionsvorrichtung (1) erzeugt, kleiner ist als 100 nl . 

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass 

ein dem Restvolumen entsprechender Wert im Rechner (4) 
gespeichert und in eine folgende Abgabe von Proben ein- 
gerechnet wird. 

Computerprogrammprodukt zur Synchronisation eines Sy- 
stems zur Aufnahme und/oder Abgabe von Flussigkeitspro- 
ben, wobei das System eine Mikroe j ekt ionsvorrichtung (1) 
und eine Pumpe (2) umfasst, welche uber eine Fliissig- 
keitsleitung (3) miteinander verbunden sind, und dem Sy- 
stem ein Rechner (4) zum Laden eines aktivierbaren Com- 
puterprogrammprodukts zur Synchronisation von Mikroe jek- 
tionsvorrichtung (1) und Pumpe (2) zuordenbar ist, da- 
durch gekennzeichnet, dass dieses Computerprogrammpro- 
dukt in aktiviertem Zustand den Rechner (4) befahigt, 



folgende Funktionen des Systems zu steuern und zu syn- 
chronisieren : 

• Abgabe eines definierten Probenvo lumens mit der mit 
Probenflussigkeit gefiillten Mikroe j ektionsvorrichtung 
(1) ; 

• Nachfiihren des die Flussigkeit fordernden Teils 

(12, 12 * , 12 ' ' ) der Pumpe (2) urn einen von diesem Pro- 
benvolumen abhangigen Wert zum Vermeiden von zu hohen 
Druckunterschieden in Mikroe j ektionsvorrichtung (1), 
Flussigkeitsleitung (3) und Pumpe (2) . 

Computerprogrammprodukt nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es auch Befehle zur Steuerung eines 
Dreiweg-Ventils (9), welches der Pumpe (2) vorgeschaltet 
ist, umfasst. 

Computerprogrammprodukt nach Anspruch 18 oder 19, da- 
durch gekennzeichnet, dass es auch Befehle zur Steuerung 
der Pumpe (2) fur die Aspiration einer Flussigkeit um- 
fasst . 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft einen Rechner (4), ein Computerpro- 
5 grammprodukt und ein Verfahren zur Synchronisation eines Sy- 
stems zur Aufnahme und/oder Abgabe von Flussigkeitsproben, 
das eine Mikroe j ekt ionsvorr ichtung (1) und eine Pumpe (2) 
umfasst, welche iiber eine Flussigkeitsleitung (3) miteinan- 
der verbunden sind, wobei dieser Rechner (4) zum Laden eines 

10 aktivierbaren Computerprogrammprodukts zur Synchronisation 
von Mikroe j ektionsvorrichtung (1) und Pumpe (2) ausgebildet 
ist. Rechner (4), Computerprogrammprodukt und Verfahren sind 
dadurch gekennzeichnet, dass der Rechner (4) auf Grund des 
geladenen und aktivierten Computerprogrammprodukts zur 

15 Steuerung und Synchronisation f ol gender Funktionen dieses 
Systems bef ahigt ist : 

• Abgabe eines definierten Probenvolumens mit der mit Pro- 
benf liissigkeit geflillten Mikroe j ektionsvorrichtung (1); 

• Nachf uhren eines die Fliissigkeit f ordernden Teils (12, 

20 12 T , 12 t! ) der Pumpe (2) urn einen von diesem Probenvolu- 

men abhangigen Wert zum Vermeiden von zu hohen Druckun- 
terschieden in Mikroe j ektionsvorrichtung (1), Flussig- 
keitsieitung (3) und Pumpe (2) . 
Die Erfindung umfasst zudem ein entsprechendes System zur 

25 Durchf iihrung dieses Verf ahrens . 

(Fig. 1) 
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